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DESCRIPCION

Meétodos para el diagndstico del cancer pancredtico y composiciones titiles en los mismos.
La invencidn esté relacionada con el diagndstico especifico del cancer pancreatico.

El céancer pancredtico es un tipo de cancer que es dificil de diagnosticar y de controlar, y la mayoria de estos
cénceres pueden crecer muy rapidamente.

Las neoplasias de pancreas exocrino pueden surgir a partir de células ductales, acinares o del estroma. El 80% de
los carcinomas pancredticos derivan del epitelio ductal. El 60% de estos tumores estdn localizados en la cabeza del
pancreas, el 10% en la cola y el 30% estan localizados en el cuerpo del pancreas o son difusos ((Warshau:, A.L., y
Fernandez-del, C.C., N. Engl. J. Med. 326 (1992) 4555-4565). Histol6gicamente, estos tumores se clasifican ademas
en diferenciados, moderadamente diferenciados y pobremente diferenciados. Algunos tumores se clasifican como
adenoescamosos, mucinosos, indiferenciados o indiferenciados con células gigantes tipo osteoblasto (Gibson, J.B.,
y Sobin, L.H., Histological typing of tumors, of the liver, biliary tract and pancreas, WHO, Geneva, 1978). Puesto
que la enfermedad es asintomdtica en sus fases tempranas, y a causa de la falta de alguna prueba de diagnéstico
precoz y a su cardcter agresivo respecto a la metdstasis local y en érganos viscerales, esta enfermedad se asocia con
muy mal prondstico. S6lo el 20% de los tumores son extirpables y la mejora en la supervivencia de los regimenes
quimioterapéuticos aprobados es bastante pobre (Kroep, J.R., et al., Ann. Oncol. 10, Supl. 4 (1999) 234-238). La
identificacion de nuevas dianas para el diagndstico precoz de los tumores pancredticos es por lo tanto un reto de suma
1mportancia.

La WO 02/08288 describe unos polipéptidos secretados y transmembranales, y los dcidos nucleicos que los codi-
fican. La Fig. 130 muestra la secuencia polipeptidica de UKW.

Resumen de la invencién

Sorprendentemente se encontrd que los dcidos nucleicos que codifican el polipéptido UKW estan sobreexpresados
especificamente en las células tumorales pancredticas, mientras que la expresion es considerablemente menor en las
células pancredticas normales o en células tumorales de otro origen, por ejemplo, células de cancer de pulmén o de
céncer de colon. Por lo tanto, UKW es una nueva diana valiosa para el diagndstico especifico.

La presente invencién por lo tanto proporciona un método para determinar la presencia o ausencia de cdncer
pancredtico en un paciente, que comprende

(i) obtener una muestra bioldgica del paciente

(ii) detectar en la muestra una cantidad de 4cido nucleico que codifica UKW o una cantidad de polipéptido UKW;
y

(iii) comparar la cantidad de acido nucleico o polipéptido con un valor estandar predeterminado que indique la
linea de decision entre expresion de UKW inducida por un tumor o no inducida por un tumor o la presencia en la
célula, y a partir de ello determinar la presencia o ausencia de cancer pancredtico en el paciente.

Preferiblemente, la deteccién se realiza mediante la utilizacién de un agente de unién que se une al dcido nucleico
o al polipéptido UKW. Ma4s preferiblemente, el agente de unién es una sonda que hibrida bajo condiciones astringentes
con el 4cido nucleico de UKW, o un anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se une al polipéptido
UKW, preferiblemente al dominio extracelular.

Ademads, la presente invencidén proporciona un proceso para determinar si una muestra de tejido o fluido de un
paciente contiene o no células tumorales pancredticas o deriva de células tumorales pancredticas, en el que se usa
la muestra de prueba y una segunda muestra que tiene su origen en células no tumorales pancredticas del mismo
individuo o un individuo diferente de la misma especie, y que comprende los siguientes pasos:

(a) incubar cada muestra respectiva bajo condiciones de hibridacién restrictivas con una sonda de 4cido nucleico
que se selecciona de entre el grupo que consta de:

@) una secuencia de 4cido nucleico de Id. de Sec. N°: 1, o un fragmento de la misma;

(i)  una secuencia de dcido nucleico que es complementaria a cualquier secuencia de dcido nucleico de (i);
(i)  una secuencia de dcido nucleico que hibrida bajo condiciones astringentes con la secuencia de (i); y
(iv)  una secuencia de dcido nucleico que hibrida bajo condiciones astringentes con la secuencia de (ii); y

(b) determinar la cantidad aproximada de hibridacién de cada muestra respectiva con dicha sonda, y
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(c) comparar la cantidad aproximada de hibridacién de la muestra de prueba con la cantidad aproximada de hibri-
dacién de dicha segunda muestra para identificar si la muestra contiene o no una cantidad mayor del 4cido nucleico
especifico o mezcla de 4cidos nucleicos que dicha segunda muestra.

La invencién también incluye un método para la deteccion de tumores pancredticos, que comprende

(a) incubar una muestra de un paciente que se sospecha que padece cdncer pancredtico, seleccionada de entre el
grupo de fluidos corporales, células, de un extracto celular o de sobrenadantes de cultivos celulares de dichas células,
en la que dicha muestra contiene dcidos nucleicos, con una sonda de dcido nucleico que se selecciona del grupo que
consiste en

@) el dcido nucleico mostrado en Id. de Sec. N°: 1 o un 4cido nucleico que es complementario a dicha
secuencia, y

(ii))  4cidos nucleicos que hibridan con uno de los 4cidos nucleicos de (i) y

(b) detectar la hibridacion; preferiblemente por medio de otra pareja de unidn del 4cido nucleico de la muestra y/o
la sonda del 4cido nucleico o por radiografia de rayos X.

Ambos métodos pueden realizarse también utilizando anticuerpos, detectandose el polipéptido UKW por la inter-
accion entre el anticuerpo y el polipéptido.

La invencién también proporciona un método para monitorizar la progresion del cadncer pancredtico en el paciente.
En tal método, la cantidad de acido nucleico o polipéptido UKW en una muestra biolégica (por ejemplo, fluidos
corporales como sangre, lisados celulares o un transcrito reverso de una muestra de RNA) de un paciente que padece
cancer pancredtico se determina en al menos dos puntos diferentes en tiempo y se comparan. La informacién de la
progresion de dicho cancer pancredtico se puede deducir por el cambio de la cantidad.

La invencién también proporciona equipos de diagndstico que comprenden una o mas sondas o cebadores oligonu-
cleétidos para la hibridacién con el dcido nucleico de UKW en un ensayo diagnéstico utilizando una muestra obtenida
de un paciente afectado o del que se sospecha que padece cancer pancreatico.

La invencién también comprende la utilizacién de anticuerpos contra el polipéptido de UKW.
Descripcion detallada de la invencion

Como se utiliza aqui, el término “UKW” se refiere a un acido nucleico que codifica un polipéptido de Id. de
Sec. N°: 2; preferiblemente la secuencia de DNA vy la secuencia de mRNA relacionado de Id. de Sec. N°: 1, ademas
del polipéptido codificado por el Id. de Sec. N°: 2. Puesto que UKW es una proteina receptora transmembranal, el
polipéptido es de excepcional interés para el diagndstico y es preferible como epitopo para los anticuerpos que se unen
al dominio extracelular de los polipéptidos de UKW. Por lo tanto, se prefiere dirigir la muestra de dcido nucleico y las
sondas a esa region, y especialmente a partes de la misma que poseen baja homologia con otros genes y polipéptidos.

El receptor UKW es una proteina transmembranal compuesta de 373 aminodcidos con una secuencia sefial de 18
aminodcidos. El receptor consiste en un dominio extracelular de 215 aminodcidos, un dominio transmembrana de 23
aminodcidos y un dominio citoplasmatico de 117 aminoécidos. Los dominios extracelulares exponen dos pliegues tipo
C2 de inmunoglobulina compuestos de 93 aminoécidos y 72 amino4cidos.

La frase “dcido nucleico o polipéptido” usada a lo largo de esta solicitud se refiere a un dcido nucleico o polipéptido
que tiene una actividad UKW, que estd sustancialmente libre del material celular, o del medio de cultivo cuando
se produce por técnicas de DNA recombinante, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos
quimicos cuando se sintetizan quimicamente. Tal dcido nucleico preferiblemente estd libre de secuencias que en la
naturaleza flanquean el 4cido nucleico (por ejemplo las secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del 4cido
nucleico) en el organismo del que deriva el dcido nucleico.

Las “sondas y cebadores de acidos nucleicos para UKW, tal y como se utiliza aqui, se refiere a fragmentos de
dcidos nucleicos ttiles para la deteccién de los dcidos nucleicos de UKW mediante métodos de hibridacién. Las
técnicas y condiciones de hibridacién son bien conocidas para los expertos en la materia. Tales condiciones de hi-
bridacién son, por ejemplo, condiciones moderadamente astringentes, 1o que incluye el lavado con una solucién de
5 x SSC, SDS al 0,5%, EDTA 1,0 mmol/l, pH 8,0, seguido de una hibridacién a 50-60°C con 5 x SSC toda la no-
che, lavado a temperatura ambiente durante 40 minutos con 2 x SSC que contiene SDS al 0,1% y después un lavado
con 0,1 x SSC, SDS al 0,1% a 50°C durante 40 min. con un cambio de solucién nueva. También es posible utilizar
temperaturas mds elevadas para la hibridacién (por ejemplo, 65-70°C) como condiciones de hibridacién altamente
astringentes. La sonda y los cebadores de dcido nucleico normalmente consisten en un segmento del 4cido nucleico de
UKW de al menos unas 50 posiciones consecutivas, mds preferiblemente de 200 a 300 nucledtidos. La optimizacién
de las sondas y los cebadores puede realizarse de acuerdo con el estado de la materia. Existe un programa informaéti-
co (http://www.genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html) que se usa generalmente para el disefio de
tales sondas y cebadores.
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Para una elevada selectividad es preferible utilizar condiciones de salinidad relativamente baja y/o alta temperatura,
por ejemplo, una concentracion de sal de alrededor de 0,02 mol/l a alrededor de 0,15 mol/l y temperaturas desde
alrededor de 50°C a alrededor de 70°C.

Los polipéptidos de UKW pueden identificarse en ensayos de diagndstico utilizando sondas y cebadores especifi-
cos. Normalmente tales métodos incluyen la amplificacion de la secuencia diana en la muestra mediante métodos de
amplificacion tales como el método de PCR. La deteccion cuantitativa puede realizarse con técnicas de PCR, preferi-
blemente mediante el uso de la RT-PCR cuantitativa, utilizando por ejemplo el termociclador LightCycler® de Roche
Diagnostics GmbH, DE.

En una realizacion preferida de la invencidn, el dcido nucleico codificante de la muestra se amplifica antes de
la prueba, por ejemplo mediante la conocida técnica de PCR. Normalmente se utiliza una sonda de dcido nucleico
derivada (marcada) en el marco del diagndstico por 4cidos nucleicos. Esta sonda se pone en contacto con un DNA,
RNA o RT-DNA desnaturalizado de la muestra que se une a un transportador y en ese proceso se seleccionan la
temperatura, fuerza iénica, pH y otras condiciones del tampén dependiendo de la longitud y composicién de la sonda
de 4cido nucleico y de la temperatura de fusién resultante del hibrido esperado, de forma que el DNA o RNA marcados
pueden unirse a DNA o RNA homdlogo (hibridacion, véase también Wahl, G.M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
76 (1979) 3683-3687). Los transportadores apropiados son membranas o materiales transportadores basados en la
nitrocelulosa (por ejemplo, Schleicher y Schiill, BA 85, Amersham Hybond, C.), nitrocelulosa reforzada o unida en
forma de polvo, o membranas de nailon modificadas con varios grupos funcionales (por ejemplo, grupos nitro) (por
ejemplo, Schleicher y Schiill, Nytran; NEN, Gene Screen; Amersham Hybond M.; Pall Biodyne).

Para determinar si una muestra contiene células tumorales pancredticas, se determina la cantidad aproximada de
hibridacién del 4cido nucleico con el acido nucleico o 4cidos nucleicos diana. No es necesario determinar cuanti-
tativamente la cantidad aproximada de hibridacién, aunque se incluye una determinacién cuantitativa en la presente
invencién. Tipicamente, la cantidad aproximada de hibridacion se determina cualitativamente, por ejemplo, mediante
una inspeccion ocular tras la deteccidn de la hibridacién. Por ejemplo, si se usa un gel para diferenciar el 4cido nuclei-
co marcado que hibrida con el dcido nucleico diana en la muestra, la banda resultante puede examinarse visualmente.
Cuando se realiza una hibridacién del 4cido nucleico aislado que estd libre de células tumorales pancredticas de un
individuo de la misma especie, se sigue el mismo protocolo. Se puede comparar la cantidad aproximada de hibridacién
en la muestra con la cantidad aproximada de hibridacién en la muestra libre de células tumorales pancredticas, para
identificar si la muestra contiene o no una cantidad mayor de dcido nucleico o dcidos nucleicos diana que una muestra
que estd libre de células tumorales pancredticas.

En otro método de acuerdo con la invencidn no se utiliza una segunda muestra. Para detectar si el gen UKW estd
sobreexpresado, se compara el nivel de mRNA de UKW con el nivel de RNA de un gen estandar (gen de mantenimiento
de la célula (ver, por ejemplo, Shaper; N.L., et al., J. Mammary Gland Biol. Neoplasia 3 (1998) 315-324; Wu, Y.Y., y
Rees, J.L., Acta Derm. Venereol. 80 (2000) 2-3), preferiblemente mediante RT-PCR.

Como se ha demostrado de acuerdo con la presente invencion, el 4dcido nucleico de UKW se expresa en mayor
cantidad en una muestra tumoral pancredtica que en una muestra libre de células tumorales pancredticas y/o en una
cantidad mayor que un gen de mantenimiento. Una muestra de prueba que contenga células tumorales pancredticas
tendrd una cantidad mayor de dcido nucleico de UKW que una muestra que estd libre de células tumorales pancredticas.
Para identificar si una muestra de prueba contiene el dcido nucleico de UKW sobreexpresado, es decir, cuando las
células son células tumorales pancredticas o son células tumorales de un carcinoma mamario, es preferible que la
muestra de prueba tenga una cantidad aproximada de dcido nucleico de UKW que sea notablemente superior a la
cantidad aproximada en una muestra libre de células tumorales pancreéticas. Por ejemplo, una muestra de prueba
que tenga un gen UKW sobreexpresado puede contener una cantidad del gen UKW entre aproximadamente 15 y
aproximadamente 60 veces superior a la de una muestra libre de células tumorales pancredticas, o al menos una
cantidad tres veces superior del mRNA de UKW que de un mRNA de un gen de mantenimiento como la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) o la porfobilindgeno desaminasa.

Los expertos en la materia conocen los métodos de hibridacién de una sonda y un acido nucleico y se describen,
por ejemplo, en la WO 89/06698, EP-A 0 200 362, US 2.915.082, EP-A 0 063 879, EP-A 0173 251, EP-A 0128 018.

El DNA o RNA hibridado se detecta entonces mediante la incubacién del transportador con un anticuerpo o frag-
mento de anticuerpo tras lavados y una saturacion exhaustivos para prevenir uniones inespecificas. El anticuerpo o el
fragmento de anticuerpo son dirigidos hacia la sustancia incorporada en la sonda de 4cido nucleico durante la hibrida-
cién. El anticuerpo estd a su vez marcado. Sin embargo, también es posible usar DNA marcado directamente. Después
de la incubacion con los anticuerpos se lava de nuevo para detectar sélo los conjugados de anticuerpo unidos especi-
ficamente. La determinacion se lleva a cabo entonces de acuerdo con los métodos conocidos, mediante el marcaje del
anticuerpo o el fragmento de anticuerpo.

La deteccion de la expresion puede llevarse a cabo por ejemplo mediante:
hibridacién in situ con células completas fijadas, con frotis de tejido fijados,

- hibridacién de una colonia (células) e hibridacién de calvas (fagos y virus).
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- hibridacién Southern (deteccién de DNA),

- hibridacién Northern (deteccion de RNA),

- andlisis del suero (por ejemplo, andlisis del tipo celular de las células del suero mediante andlisis de slot-blot),
- posterior amplificacién (por ejemplo, técnica de PCR).

Los acidos nucleicos de acuerdo con la invencién son por lo tanto valiosos marcadores en el diagndstico y carac-
terizacion de tumores pancreaticos.

De acuerdo con la invencién los inhibidores de la expresion de UKW (por ejemplo, anticuerpos o nucleétidos
antisentido) pueden utilizarse para inhibir la progresiéon de un tumor pancreatico in vivo.

La invencién también proporciona métodos para la identificacién y aislamiento de antagonistas de UKW o inhibi-
dores de la expresién de UKW (por ejemplo, anticuerpos o nucledtidos antisentido). Tales antagonistas o inhibidores
pueden utilizarse para inhibir la progresion de un tumor pancredtico y causar una apoptosis masiva de las células
tumorales pancredticas in vivo.

De acuerdo con la invencién, se proporcionan métodos para la identificacién y aislamiento de antagonistas de
UKW que tienen utilidad en el tratamiento del cdncer. Esos métodos incluyen los métodos para modular la expresion
de los polipéptidos de acuerdo con la invencion, métodos para identificar los antagonistas de UKW que pueden unirse
selectivamente a la proteina de acuerdo con la invencién, y métodos de identificacion de antagonistas de UKW que
pueden modular la actividad de dichos polipéptidos. Los métodos también incluyen los métodos para modular, prefe-
riblemente inhibir, la transcripcion del gen UKW a RNAm. Esos métodos pueden realizarse in vitro o in vivo y pueden
utilizar lineas celulares establecidas y los modelos de animales transgénicos de la invencidn.

Un antagonista de UKW se define como una sustancia o compuesto que disminuye o inhibe la actividad bioldgica
de UKW o un polipéptido, y/o inhibe la transcripcién o traduccién del gen UKW. En general, los procedimientos
de cribado de antagonistas de UKW implican poner en contacto las sustancias candidatas con células huésped en las
cuales la capacidad invasiva es mediada por la expresion de UKW, bajo condiciones favorables para medir la actividad
de UKW.

La actividad de UKW puede medirse de varias formas. Tipicamente, la activacion es aparente por un cambio en
la fisiologia celular, como una movilidad y capacidad invasiva aumentada in vitro, por un cambio en el estado de
diferenciacién, o por un cambio en el metabolismo celular que conduce a un aumento de la proliferacion.

Los polipéptidos de UKW pueden obtenerse por métodos recombinantes o de forma sintética. Cuando se produce
de forma recombinante en procariotas, se obtiene un polipéptido de UKW no glucosilado. Con ayuda de las secuencias
de 4cidos nucleicos proporcionadas en la invencidn es posible buscar el gen UKW o sus variantes en el genoma de
cualquier célula deseada (por ejemplo, ademads de en células humanas, en células de otros mamiferos), para identificar-
los y aislar el gen deseado que codifica las protefnas UKW. Tales procesos y las condiciones de hibridacién apropiadas
son conocidas para un experto en la materia y se describen, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, USA, y Hames, B.D., Higgins, S.G.,
Nucleic Acid Hybridisation - A Practical Approach (1985) IRL Press, Oxford, England. En este caso los protocolos
estandar descritos en estas publicaciones se usan normalmente para los experimentos.

Con la ayuda de tales 4cidos nucleicos que codifican un polipéptido de UKW, puede obtenerse el polipéptido
de acuerdo con la invencién de una manera reproducible y en grandes cantidades. Para la expresion en organismos
procariotas y eucariotas, tales como células huésped procariotas o células huésped eucariotas, el dcido nucleico se
integra en los vectores de expresion apropiados, de acuerdo con métodos conocidos para un experto en la materia. Tal
vector de expresion preferiblemente contiene un promotor regulable/inducible. Estos vectores recombinantes entonces
se introducen para la expresion en células huésped adecuadas tales como, por ejemplo, E. coli como célula huésped
procariota o Saccharomyces cerevisae, la linea celular de teratocarcinoma PA-1, sc 9117 (Biittner, R., et al., Mol. Cell.
Biol. 11 (1991) 3573-3583), células de insecto o células CHO o COS como células huésped eucariotas, y las células
huésped transformadas o transducidas se cultivan bajo condiciones que permiten la expresion del gen heterélogo. El
aislamiento de la proteina puede llevarse a cabo segin métodos conocidos a partir de la célula huésped o a partir del
sobrenadante de cultivo de la célula huésped. Tales métodos se describen por ejemplo en Ausubel 1., Frederick M.,
Current Protocols in Mol. Biol. (1992), John Wiley and Sons, New York. También puede ser necesaria una reactivacién
in vitro de la proteina si no se encuentra en forma soluble en el cultivo celular.

El polipéptido de UKW o los fragmentos del mismo pueden purificarse tras su produccién recombinante mediante
cromatograffa de afinidad utilizando técnicas de purificacién de proteinas conocidas, lo que incluye la inmunopre-
cipitacion, filtracién en gel, cromatografia de intercambio i6nico, cromatoenfoque, isoelectroenfoque, precipitacién
selectiva, electroforesis o similares, y pueden utilizarse para la generacidn de anticuerpos contra UKW.

La invencién también comprende vectores de expresién recombinantes que son apropiados para la expresion de
UKW, células huésped recombinantes transfectadas con tales vectores de expresién, asi como un proceso para la
produccion recombinante de una proteina codificada por el gen UKW.
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La invencién también comprende un método de cribado para identificar un compuesto que inhibe la actividad
biolégica del polipéptido de UKW y que comprende:

poner en contacto dicho polipéptido con un compuesto o una variedad de compuestos bajo condiciones que permi-
ten la interaccién de dicho compuesto con dicho polipéptido; y

detectar la interaccion entre dicho compuesto o variedad de compuestos con dicho polipéptido.

La invencién también comprende un método de cribado para identificar un compuesto que inhibe la actividad
biolégica del polipéptido de UKW o inhibe la transcripcién o traduccién del gen UKW, que comprende:

poner en contacto dicho compuesto o variedad de dichos compuestos con una célula huésped en la cual la capacidad
invasiva estd mediada por la expresién de UKW; y

detectar la interaccion entre dicho compuesto o variedad de compuestos con dicha célula huésped.

La invencién también comprende un método de cribado de acuerdo con la invencidn, en el que la deteccién de
la interaccion entre dicho compuesto o variedad de compuestos con dicha célula huésped se mide al menos por un
cambio en la fisiologia celular, un cambio en el estado de diferenciacién, o un cambio en el metabolismo celular que
conduce a un aumento de la proliferacion.

La invencién también comprende un método de cribado para la identificaciéon de un compuesto que es un antago-
nista del polipéptido de UKW y que comprende:

poner en contacto dicho polipéptido de UKW con un compuesto bajo condiciones que permiten la interaccion de
dicho compuesto con dicho polipéptido;

determinar un primer nivel de actividad de dicho polipéptido;

determinar un segundo nivel de actividad de dicho polipéptido expresado en un huésped que no se ha puesto en
contacto con dicho compuesto; y

relacionar cuantitativamente el primer nivel de actividad con el segundo nivel de actividad, y cuando dicho primer
nivel de actividad es menor que dicho segundo nivel de actividad, dicho compuesto se identifica como un antagonista
de dicho polipéptido.

Los anticuerpos contra UKW pueden producirse de acuerdo con los métodos conocidos en la materia. Por ejemplo,
pueden producirse anticuerpos monoclonales o policlonales utilizando un polipéptido de alrededor de 10 a 100 ami-
nodcidos de la secuencia del polipéptido de UKW. Los polipéptidos apropiados derivados de UKW incluyen preferi-
blemente aminodcidos del dominio extracelular, preferiblemente los aminodcidos 70-80, 99-113, 120-140 y 167-182.

Los anticuerpos resultantes pueden cribarse por su capacidad de unirse a UKW utilizando técnicas estdndar, tales
como ensayos de inmunoabsorventes acoplados a enzimas. Los métodos para identificar epitopos antigénicos y para la
produccion de anticuerpos se describen por ejemplo en Mole, “Epitope Mapping”, en: Methods in Molecular Biology,
Vol. 10, Manson (ed.), pags. 105-116, The Humana Press, Inc., 1992; Price, “Production and Characterization of Synt-
hetic Peptide-Derived Antibodies”, en: Monoclonal Antibodies: Production, Engineering, and Clinical Application,
Ritter y Ladyman (Ed.), pags. 60-84, Cambridge University Press, 1995; Morris (Ed.), Epitope Mapping Protocols 25,
Humane Press, Inc., 1996; y Coligan et al. (Ed.), Current Protocols in Immunology, pags. 9.3.1-9.3.5 y pags. 9.4.1-
9.4.11, John Wiley & Sons, 1997.

Los anticuerpos que son ttiles de acuerdo con la invencién pueden identificarse porque reducen la proliferacion y
el potencial invasivo de las células tumorales pancredticas. Con este propdsito, se tratan las células tumorales pancred-
ticas o una linea celular de tumor pancredtico, preferiblemente la linea celular SUIT-2 007, con un anticuerpo contra
UKW y se mide la proliferacién y el potencial invasivo mediante el reactivo Cell Proliferation Reagent WST-1 (un
reactivo de sal de tetrazolio, de Roche Diagnostics GmbH, DE) y el ensayo de invasion Matrigel (BDS Biosciences,
www.bdbiosciences.com).

Los anticuerpos anti-UKW pueden derivarse de cualquier especie animal o ser anticuerpos quiméricos o humani-
zados. Son especialmente preferibles los anticuerpos humanos. Los anticuerpos monoclonales humanos se obtienen,
por ejemplo, a partir de ratones transgénicos que han sido manipulados mediante ingenieria genética para producir an-
ticuerpos humanos especificos en respuesta a una exposicion al antigeno. En esta técnica, se introducen elementos del
locus de la cadena pesada y ligera humanas en cepas de ratoén derivadas de lineas de células madre embrionarias que
contienen una disrupcién localizada en los loci de la cadena pesada y la cadena ligera endégenas. El ratén transgénico
puede sintetizar anticuerpos humanos especificos de antigenos humanos, y este ratén puede utilizarse para producir
hibridomas que secretan anticuerpos humanos. Los métodos para obtener anticuerpos humanos a partir de ratones
transgénicos se describen, por ejemplo, en Green, L. L., et al., Nat. Genet. 7 (1994) 13-21; Lonberg, N., et al., Nature
368 (1994) 856-859; y Taylor, L. D, et al. Int. Immun. 6 (1994) 579-591.

Los anticuerpos monoclonales pueden aislarse y purificarse a partir de los cultivos de hibridoma mediante una
variedad de técnicas bien establecidas. Tales técnicas de aislamiento incluyen la cromatografia de afinidad con protei-
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na-A Sepharosa, cromatografia de exclusién por tamafio y cromatografia por intercambio idnico (véase, por ejemplo,
Coligan en las pags. 2.7.1-2.7.12 y péags. 2.9.1-2.9.3; Baines et al., “Purification of Immunoglobulin G (IgG)”, en:
Methods in Molecular Biology, Vol. 10, pags. 79-104, The Humana Press, Inc., 1992).

Los anticuerpos pueden utilizarse en inmunoensayos de acuerdo con la invencién. La deteccion puede realizarse
poniendo en contacto una muestra biolégica con un anticuerpo, y luego poniendo en contacto la muestra biolégica con
una molécula marcada detectable, que se une al anticuerpo. El anticuerpo puede conjugarse con avidina/estreptavidina
(o biotina) y la molécula marcada detectable puede comprender biotina (o avidina/estreptavidina). Los expertos en
la materia conocen numerosas variaciones de esta técnica basica. Los marcajes detectables adecuados incluyen, por
ejemplo, un radioisétopo, un marcaje fluorescente, un marcaje quimioluminiscente, un marcaje enzimatico, un mar-
caje bioluminiscente u oro coloidal. Los expertos en la materia conocen los métodos para obtener y detectar tales
inmunoconjugados marcados detectables y se describen con mds detalle a continuacién.

Los ejemplos siguientes, referencias, listado de secuencias y figuras se proporcionan para ayudar a una mejor
comprension de la presente invencion, cuyo verdadero alcance se expone en las reivindicaciones anexas.

Descripcion de las figuras

Figura 1 Expresion diferencial del mRNA de UKW en las lineas celulares de tumor pancredtico SUIT-2 007 y
SUIT-2 028 analizada mediante andlisis de Northern blot.

(a: linea celular de tumor pancreético SUIT-2 007; b: linea celular de tumor pancreatico SUIT-2 028)

Figura 2 Chip de expresién de multiples tejidos (MTE™) (Clontech, Palo Alto, CA, USA). Este chip contiene car-
gas normalizadas de RNA-Poli A* de 76 tejidos diferentes ademds de RNA y DNA control, y permite un cribado de la
presencia y abundancia relativa de un mRNA diana en un amplio espectro de tejidos fetales y adultos. H6 corresponde
a 1 ug de RNA total de la linea celular de tumor pancreético SUIT-2 007. El cédigo se expone a continuacion.

Figura 3 Expresion relativa de RNA (Tagman©-PCR) en muestras derivadas de adenocarcinoma de pancreas (Pa-
Ca), pancreatitis cronica (ChronPa) y en tejidos pancredticos normales (NorPA).

Figura 4 Expresion relativa del mRNA de UKW en lineas celulares de tumores pancreaticos invasivos y no invasi-
VOS.

Figura 5 Expresion relativa del mRNA de UKW en lineas celulares de tumores mamarios invasivos y no invasivos.

Lineas celulares de tumores pancredticos
Suit-2 007!
MiaPaca-2, ATCC CRL 1420
AsPCl, ATCC CRL 1682
BxPC-3, ATCC CRL 1687
Capan-1, ATCCHTB79
IMIM-PC-1°
IMIM-PC-2°
Panc-1, ATCC CRL 1469
Suit-2 028!

Capan-2, ATCC HTBS8O
Patu 89027

Patu 8988s?
Patu 8988t?
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Lineas celulares de tumores mamarios

BT-549, ATCC HTB122
Hs578T, ATCC HTB126
MCF-10A, ATCC CRL 10317
MCF-12A, ATCC CRL 10782
MDA-MB-436*

MDA-MB-231, ATCC 45518
MDA-MB-435, ATCC 45526
MDA-MB-157, ATCC HTB24
BT-20, ATCC HTB19
BT-483, ATCC HTB121
CAMA-1, ATCCHTB-21
Du4475, DSM ACC427
MCF-7, ATCC HTB22
MDA-MB-175, ATCC 45516
MDA-MB-361, ATCC HTB27
MDA-MB~453, DSM ACC65
SK-BR-3, ATCC 45520
T47D, ATCC HTB133
UCAA-812*

ZR-75-1, ATCC CRL 1500

ZR-75-30, ATCC CRL 1504

1 Taniguchi, S., et al., Clin. Exp. Metastasis 10 (1992)

259-266

2 Elsasser, H.P., et al., Virchows Arch. B Cell Pathol.
Incl. Mol.Pathol. 64 (1993) 201-207

3 Wenger, C., et al., Oncogene 18 (1999) 1073-1080

4 Tong, D., et al., Breast Cancer Res. Treat. 56 (1999) 91-
97
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Ejemplo 1
Materiales y Métodos
Northern blot

Se cargaron 10 ug de RNA total de las lineas celulares SUIT-2 007 y SUIT-2 028 una al lado de la otra en un
gel desnaturalizante de agarosa formaldehido al 1% y se separaron por tamafio mediante electroforesis. Se realiz6
una transferencia a la membrana de nailon cargada positivamente BrightStar-Plus™ mediante una transferencia por
capilaridad descendente. Tras el entrecruzamiento por rayos UV (Stratagene UV Stratalinker 2400), se hibrid6 la
transferencia. El producto de RT-PCR se marcé con a-[**P]dATP hasta una actividad especifica de 2 x 10° cpm/ug
utilizando el equipo Strip-EZ™ DNA Kit (Ambion Inc., Austin, Texas). La pre-hibridacién (30 min.) y la hibridacién
(toda la noche) con la sonda radioactiva se realizé en la solucién ExpressHyb™ Hibridization Solution (Clontech,
Palo Alto, CA, USA) a 68°C. Se lavé la membrana en la solucién 1 (2 x SSC, SDS al 0,05%) a temperatura ambiente
durante 30-40 min. con agitacién y varios reemplazos de la solucién de lavado 1 seguido de un paso de lavado con la
solucién 2 (0,1 x SSC, SDS al 0,1%) a 50°C durante 40 min. con un cambio de solucién nueva. Entonces se expuso
la membrana a Cronex, peliculas de rayos X de uso en medicina (Sterling Diagnostic Imaging Inc., USA) a -70°C
durante 2 h. Se valor¢ la igualdad de carga y la transferencia de mRNA a la membrana mediante la rehibridacién de la
transferencia con una sonda del cDNA de GAPDH marcado con a-[32P]dATP.

Chip de expresion de miiltiples tejidos (MTE™)

La transferencia se hibrid6 con una sonda marcada con a-[32P]dATP derivada del cDNA de UKW de acuerdo con
las instrucciones del fabricante y se expuso a una pelicula de rayos X a -70°C durante 62 h.

PCR Tagman®

Se realizaron PCR cuantitativas a tiempo real con la tecnologia Tagman® y el aparato ABI PRISM 7700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Para las reacciones de transcriptasa reversa se utilizaron 10 ug de RNA total aislado a
partir de adenocarcinomas de pancreas, pancreatitis cronica y tejidos pancredticos normales congelados en un volumen
de 20 pl. Entonces se llevaron a cabo las PCR mezclando 200 ng de cDNA con 4 ul de tampén de SYBR-Green 10x,
MgCl, 3 mM, dNTP 1 mM, 0,2 unidades de N-uracil glicosilasa, 1 unidad de AmpliTaq Gold, 4 ul de mezcla de
cebadores (300 nM de cada cebador: directo 5’TTCTCTTTGACAGGTTCTGGGC3’ (Id. de Sec. N°: 3); reverso
5’GGTTGGAACCAGTAGGGCCTC3’) (Id. de Sec. N°: 4) en un volumen final de 40 ul. Los cebadores de PCR se
disefiaron para dar lugar a un fragmento de DNA de 50 pb utilizando el programa Primer Express (PE Biosystems,
CA, USA). Los ciclos de amplificacién fueron los siguientes: 2 min. a 50°C seguido de 10 min. a 95°C y 40 ciclos de
amplificacion (95°C durante 15 s. y 60°C durante 60 s.). Estos experimentos se realizados por duplicado. Los resultados
se calcularon mediante la sustraccién del gen UKW de los niveles basales de RNA del gen de mantenimiento en cada
muestra. Cada valor se dividi6 por el nivel basal promedio de mRNA de UKW de tres tejidos sanos. Las proporciones
se elevaron al cuadrado y se calcul6 un valor reciproco.

Cebadores
xsl13for:  5’AGATCCGCATGTCCCTTC3’ (Id. de Sec. N°: 5);
xsl3rev: 5’CCTTGCGCATCATGGTGTT3’ (Id. de Sec. N°: 6).
PCR LightCycler

La PCR LightCycler se realizé en un LightCycler (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania) en los
capilares LightCycler utilizando una mezcla inicial disponible comercialmente que contiene la polimerasa de DNA
Taq, SYBR-Green I, desoxiribonucledsidos trifosfato (LightCycler DNA master SYBR-Green I, Roche Molecular
Biochemical). Tras la adicién de los cebadores (directo 5’CCCCAGGAGTTTATGCTTGG3’ (Id. de Sec. N°: 7); re-
verso 5’GCCTGGATACCACACTACCAG?3’ (Id. de Sec. N°: 8); concentracioén final: 0,5 uM), el MgCl, (3 mM) y el
molde de DNA a la mezcla inicial, se realizaron 37 ciclos de desnaturalizacién (95°C durante 1 s.), hibridacién (58°C
durante 5 s.) y extension (72°C durante 8 s.). Todos las tasas de transicion de temperatura se fijaron a 20°C por s.
Tras la finalizacién de la amplificaciéon de PCR, se realizé un andlisis de la curva de fusién. Para este procedimiento,
los productos de PCR se desnaturalizaron a 95°C, se hibridaron a 65°C, y se calentaron gradualmente hasta 95°C.
La fluorescencia de SYBR-Green I se monitorizé continuamente cada 0,1°C. La curva de fusion se analizé mediante
inspeccion visual y las estructuras reordenadas del gen UKW amplificado se fusionaron a 85-88°C. Para el control
de la formacion de dimeros de cebadores se incluy6 un control sin DNA molde (“control agua”) en cada experimen-
to. Normalmente un pequefio pico es visible a 78°C, que puede diferenciarse del pico generado por el producto de
amplificacion especifico a 85-88°C. La curva de calibracién de la calnexina se generd utilizando diluciones seriadas
(1:10, 1:50 y 1:80) del cDNA de Ia linea celular de cdncer pancreatico Suit-2 007. Las cantidades relativas del cD-
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NA de UKW y calnexina se determinaron en base a una curva de calibracién. La expresion relativa del gen UKW
se calculé como un valor normalizado generado dividiendo los niveles basales del gen UKW y la calnexina de cada
muestra. Cebador directo de la calnexina 5’ ATTGTCAGATCGTTCATTGC3’ (Id. de Sec. N°: 9); cebador reverso
5’ATGGAACAGGTAACCAGCAT?3’ (Id. de Sec. N°*: 10).
Ejemplo 2
Produccion de anticuerpos frente a polipéptidos de UKW

Para la inmunizacidn, se sintetizaron los péptidos de los aa 167-182 y de los aa 306-320 (Id. de Sec. N°: 2) y se
acoplaron a una molécula portadora. Se inmunizaron 2 conejos con la mezcla de péptidos.
Protocolo de inmunizacion estdndar (para conejos)

Dia 0: Extraccion de un suero preinmune seguido de una primera inmunizacion.

Dia 14: Segunda inmunizacion.

Dia 28: Tercera inmunizacion.

Dia 38: Extraccion de sangre.

Dia 56: Cuarta inmunizacién.

Dia 66: Extraccion de sangre.

Dia 80: Extraccidn total de sangre.

El antisuero recuperado se purificé por cromatografia de afinidad.

Listado de referencias
Alves, F. et al., Pancreas 23 (2001) 227-235.
Ausubel I, Frederick M., Current Protocols in Mol. Biol. (1992), John Wiley and Sons, New York.

Baines et al., “Purification of Immunoglobulin G (IgG)”, en: Methods in Molecular Biology, Vol. 10, pags. 79-
104, The Humana Press, Inc., 1992.

Biittner, R. et al., Mol. Cell. Biol. 11 (1991) 3573-3583.

Coligan et al. (Ed.), Current Protocols in Immunology, pags. 9.3.1-9.3.5 y pags. 9.4.1-9.4.11 John Wiley & Sons,
1997.

Elsasser, H.P. et al., Virchows Arch. B Cell Pathol. Incl. Mol. Pathol. 64 (1993) 201-207.

EP-A 0 063 879

EP-A 0128 018

EP-A 0173 251

EP-A 0200 362

Gennaro (ed.), Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19* edicién, Mack Publishing Company, 1995.

Gibson, J. B., y Sobin, L. H., Histological typing of tumors of the liver, biliary tract and pancreas, WHO, Geneva,
1978.

Green, L. L. et al., Nat. Genet 7 (1994) 13-21.

Hames, B. D., Higgins, S. G., Nucleic Acid Hybridisation - A Practical Approach (1985) IRL Press, Oxford,
England.

Kroep, J. R. et al., Ann. Oncol. 10, Supl. 4 (1999) 234-238.

10



ES 2318079 T3

Lonberg, N, et al., Nature 368 (1994) 856-859.

Mole, “Epitope Mapping”, En: Methods in Molecular Biology, Vol. 10, Manson (Ed.), pags. 105-116, The Humana
Press, Inc., 1992.

Morris (Ed.), Epitope Mapping Protocols 25, Humane Press, Inc., 1996.
Price, “Production and Characterization of Synthetic Peptide-Derived Antibodies”, en: Monoclonal Antibodies:
Production, Engineering, and Clinical Application, Ritter y Ladyman (Ed.), pags. 60-84, Cambridge University Press,
10 1995.

Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory. Manual (1989) Cold Spring harbour Laboratory Press, New
York, USA.

15 Shaper, N. L. et al., J. Mammary Gland Biol. Neoplasia. 3 (1998) 315-324.
Taniguchi, S. et al., Clin. Exp. Metastasis 10 (1992) 259-266.
Taylor, L. D. et al., Int. Immun. 6 (1994) 579-591.

» Tong, D. et al., Breast Cancer Res. Treat. 56 (1999) 91-97.
US 2.915.08Z

25 Wahl, G. M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76 (1979) 3683-3687.
Warshau, A. L., y Fernandez, -del, C. C., N. Engl. J. Med. 326 (1992) 4555-4565.
Wenger, C. et al., Oncogene 18 (1999) 1073-1080.

¥ WO 02/08288
WO 89/06698

35 Wu, Y. Y, y Rees, J. L., Acta Derm. Venereol. 80 (2000) 2-3.

40

45

50

55

60

65

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2318079 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar in vitro la presencia o ausencia de cancer pancredtico en un paciente, que comprende

(1) detectar en la muestra bioldgica de un paciente una cantidad de un polipéptido de Id. de Sec. N*: 2,y

(ii) comparar la cantidad de polipéptido con un valor estdndar predeterminado indicando la linea de decision entre
presencia inducida por el tumor o no inducida por el tumor del polipéptido de Id. de Sec. N°: 2 en la célula, y a partir de
ello determinar la presencia o ausencia de cancer pancreético en el paciente, en el que la sobreexpresion es especifica
de células tumorales pancredticas.

2. Un proceso para determinar in vitro si la muestra de tejido o fluido de un paciente contiene o no células tumorales
pancredticas o deriva de células tumorales pancredticas, en el que se utilizan una muestra de prueba y una segunda
muestra originada a partir de células no tumorales pancredticas del mismo individuo o de un individuo diferente de la
misma especie, cuyo proceso comprende los siguientes pasos:

(a) incubar cada muestra respectiva bajo condiciones de hibridacidn restrictivas con una sonda de dcido nucleico
que se selecciona de entre el grupo que consiste en:

@) una secuencia de dcido nucleico de Id. de Sec. N°: 1, o un fragmento de la misma;
(ii))  una secuencia de 4cido nucleico que es complementaria a la secuencia de dcido nucleico de (i);
(iii))  una secuencia de 4cido nucleico que hibrida bajo condiciones astringentes con la secuencia de (i); y
(iv)  una secuencia de 4cido nucleico que hibrida bajo condiciones astringentes con la secuencia de (ii); y
(b) determinar la cantidad aproximada de hibridacién de cada muestra respectiva con dicha sonda, y
(c) comparar la cantidad aproximada de hibridacién de la muestra de prueba con la cantidad aproximada de dicha
segunda muestra para identificar si la muestra de prueba contiene o no una mayor cantidad de dcido nucleico o mezcla
de 4cidos nucleicos especificos que dicha segunda muestra.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 2, que se caracteriza porque

a) dicha muestra se selecciona del grupo de fluidos corporales o células, o de un extracto celular o el sobrenadante
del cultivo celular de dichas células,

b) dicha determinacién de la hibridacion se realiza mediante otra pareja de unién del dcido nucleico de la muestra
y/o la sonda de 4cido nucleico o por exposicién a una pelicula de rayos X.

4. Un método de cribado para identificar in vitro un compuesto que inhibe la actividad biolégica del polipéptido
de Id. de Sec. N°: 2, lo que comprende:

poner en contacto dicho polipéptido con un compuesto o una variedad de compuestos bajo condiciones que permi-
ten la interaccidn de dicho compuesto con dicho polipéptido; y

detectar la interaccién entre dicho compuesto o variedad de compuestos con dicho polipéptido.
5. Un método de cribado para identificar in vitro un compuesto que inhibe la actividad biolégica del polipéptido
de Id. de Sec. N°: 2 o inhibe la transcripcién o traduccién del dcido nucleico que codifica un polipéptido de Id. de Sec.

N°: 2, lo que comprende:

poner en contacto dicho compuesto o variedad de compuestos con una célula huésped en la que la capacidad
invasiva estd mediada por la expresion de un dcido nucleico que codifica un polipéptido de Id. de Sec. N°: 2,y

detectar la interaccion entre dicho compuesto o variedad de compuestos con dicha célula huésped.

6. El método de cribado de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que la deteccidn de la interaccion entre dicho
compuesto o variedad de compuestos con dicha célula huésped se mide mediante al menos un cambio en la fisiologia
celular, un cambio en el estado de diferenciacidon o un cambio en el metabolismo celular que conduce a un aumento

de la proliferacién.

7. Un método de cribado para la identificacion in vitro de un compuesto que es un antagonista de un polipéptido
de Id. de Sec. N°: 2, lo que comprende:
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poner en contacto dicho polipéptido de Id. de Sec. N° 2 con un compuesto bajo condiciones que permitan la
interaccién de dicho compuesto con dicho polipéptido;

determinar un primer nivel de actividad de dicho polipéptido;

determinar un segundo nivel de actividad de dicho polipéptido expresado en un huésped que no ha sido puesto en
contacto con dichos compuestos; y

relacionar cuantitativamente el primer nivel de actividad con el segundo nivel de actividad, y cuando dicho primer
nivel de actividad es menor que dicho segundo nivel de actividad, dicho compuesto se identifica como un antagonista
de dicho polipéptido.

8. Un anticuerpo dirigido frente a los aa 167-182 o aa 306-320 del polipéptido UKW de Id. de Sec. N°: 2.

9. Un equipo para el diagndstico de un tumor pancreético que comprende el anticuerpo de la reivindicacién 8.

13
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<212> DNA
<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS
<222> (366)...(1484)

<400>

1

ggtaggaggc aaccatgtgg ttccagctga attttttttt tccctctctc tttcttcact

cetttttctt tccaqacégg gaaaagtgtt ,géacgaagcg gtagcgcctt tccgectcege

gt;ttcctéc'ctgacéctgg teceggetee cgtecgggeg ccagctggtyg gggcgagege

cgggagccca tctg‘céccca gaggcacagg .'gcgcggggcé: ggeteocegee cggcacatgg
) M B

chgcégccac.CCQchcgéa ccccgéggqg cqgcgcccag ctcgeccgag gtecgtegga

ggcgeccggce égccccggag ccaagcagca gctéaécggg.gaagcgcccg cgtccgggga

tcggg atg tece cte cte éb; ctc ctc ttg- cta gtt tcc tac tét'gtt gga’

60

120
180
240
300
360

410

Met Ser Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Val Ser Tyr Tyr Val Gly

1’.

acc ttg ggg act
Thr Leu Gly Thr

act ttg ccc tgc

Thr Leu Pro Cys
35

gat att éaa'tgg
Asp Ile Glu Trp
S0

5 e . - 15
cac act gag atc aag aga gtg g.ca'.g'ag gaa ‘aag gtc
His Th;’Glu:Ile’Lys Arg Val Ala’ Glu Glu Lys Vval

20 .. . . 25 . 0.

cac cat caa‘étg ggg ctt cca gaa aaa gaé act ctg

ﬁi; His Gln. Leu Gly Leu Pro Glu Lys Asp Thr Leu

40 - ’ 45

ctg ctc acc gat aat §a5~ggg aac caa aaa gtg gtg
Leu Leu Thr Asp Asn Glu Gly Asn Gln Lys Val val
55 : 60

"458
‘506

. 554
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ate

Ile

aag
Lys
" 80

ttg

.act
Thr
65

ggc

.tac
Tyx

cga

tcc
Ser

gtg

Gly Arg.VBl

cag

att

Leu Gln ‘I1é

aag
Lys

gte
Val

B

gag
Glu
160

gat
Asp

cga

Arg

tgc

act

ggc

Gly

240
ate

Ile

gaa
Glu

gtt

val

tta

Leu

aég
Lys

gtg
val

130

gaa
Glu

cce

gaa
Glu

gtt
val

aca

gta
val

225

‘ata
Ile

cga
Arg

ate
Ile

gga

att
Ile

cgt-

ctg
Leu

gca
Ala

- 210

cag
Gln

gtg
Val

agy
Arg

cga
Axrg

. Gly
14 .

gaa
Glu

aat

Asn,

115
aga

Arg

agt
Ser

gtg
val

ctg:

Leu

ctg
Leu:
+ 195 -

gge
Gly

tat

Tyr

gct
Ala

aaa
Lys

agt
Ser

gce
Ala

‘cct
Pro
.100

tca

Serxr

cca
gac
tat

cct
Pro
180

Gln

aac
Asn
gta
val

gga
Gly

cag:

cgt
Arg

tte

Phe-
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cat
His
70

gce
Ala

85

ctg

‘Leu

g99

Gly

tce

Ser

ctg

‘tac

aag
Lys
cgce
Arg
aag
Lys
‘act
150

165

cce

aat
Asn

gaa-

Glu

caa
Gln

gee
Ala

.245

gac
S

- . 260

gaa

Glu
275

gat
Asp

aaa
Lys

get
.Ala

Lys

ctt

gee
Ala

gtec
Val

tcc

Ser

cce
Pro

tac

cce

135

ttg

cag’

Gln

tct-
Ser

acc

gg99
Gly

215

age
Ser
230

ctg
Leu

gaa
Glu

gaa
Glu

atc
Ile

ctg.

Leu

-aga
Arg

gct
Ala

tac
aat
Asn

agﬁ
Ser

gtg
Val

;120
aag

'cag.

Gln

cga

Arg -

agg
Arg

“atg

Met
200

aag
Lys

-gge

Gly

attc

Ile

tat
cca

Pro
280

aat

ttc
Phe

gat

Asp
105
tag
Txp
tgt
Cys

tgt -

ate
Ile

att
Ile

185

tee
Serxr

gaa

Glu

atg

Met

ttc

Phe

gag
Glu

aaa
Lys

aac

-Tyx Asn Asn

ctg
Leu
90

gag’

Glu

age

gtt
val

cte

ttg
Leu
75

gca
Ala

ggc

aly.

cat
His

' ttg
Leu

tca,

Ser

act

gag

.gaa

Thr Glu Glu

goa

-Gly

cgg
Arg

gte
Val

gaa
Glu
140

tce

155 -

gag
Glu

tac

tet

‘Ser

tgt
Cys

Lys

aac

gga
Gly

gat
Asp

tac

atc

Ile
125

gga
Gly

tct

Ser

‘gag

Glu

cac

His

ctg

Leu-

205

gtg
vVal

gtg
val

- 220

‘gca

Ala
235

ttg

Leu

250

gaa
Glu

. 265

gce
Ala

gaa
Glu

cgt
Arg

gga
Gly

gtg
Val

gag
Glu

ctt
Leu

gca
Ala

tgg

aga
Arg

gccA
Ala
acc
110

tta
Leu

-gag

Glu

ggc
Gly

gga
Gly

cct
190

tac-

cga
Arg

gtg
val

ctg’

Leu

cct

Pro

- 270

gtg
val
285

aaa
Lys

cag
Gln

tcc
Ser
95

tgt .

aaa

Lys

ctg

Leu -

aca

gag
Glu

175

gga
oly

'cag'

Gln

gta -

val

cta -

255
aat

Asn

cce
Pro

602

. 650

698

746

794

842

890

938

986

1034

' 1082

1130
1178

1226
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tce
Ser

age
Ser

'cgc‘
Axg
305

act
Sét‘gacA
320

gtg 999

val Gly

aat
Asn

ctg
Leu

gece
Ala

aga
Axg

tct
Se::
290

tcc

Ser

gca
Asp Ala

cca
Pro

ace
: )

tte
Phe Gln-

tcc
Ser

aca
Thr Ala

gca ccc

Ala

gag

Glu val

aaa
Lys
355

gca
Ala

caa

370

tcctaggagt

aaccagatga.
attttcctea

catcttattg

ccagéacctg

étgggataft

tgtaaatttt

cagaacccac

aactccaaaa

tggatattaa

tcccactcta

aaaatttgtg

'gacaaaca;t

taaggacttt
tecttagaaa

ataccattat

cagggtettt

gaggtcatct

tacaatacca

tgcctttaga

tggtgagaag
ttgtatcagt

ctatgeattt

agccttatta

aaggaaacat

tttcaagggg

tactaatctc

‘acaaéggatt

agaaatétat

-cctgctagat

gaattcttet

agtctettct

tca.ggce
Seér Gly Ser Arg’

gca aat
Asn

cag
Gln
325

gtg aga
Arg
340"

gaa

Glu

acg gtc
Thr Val
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tce
295

agt gcc
Ser Ala
310

cca

ca ggg
Pro

Gly

ggt tct
Gly Serx

aca
.Thr

ace
Thr

cgg agc
Ser

tca
Ser-

ctg- gcc
Leu Ala
gaa
Glu

cce
Pro Ser

tca
Ser

cgce

.age
Ser

cgc.
Axg.
acc
. 330
cca aag
.Pro Lys
345

atg
Met

age

360°

qgactct;ct
aqgtagcaggl
aacaagcaaa
ccagaétaag‘
gttggggaaa
§§tc§gattc-
écgqaaactt
cac¢£g£éta

gtgtcttcta

_agttgaaata

aét;:ttgtq
gtgaagaget
aatgéagcaé
é;ttctgéaa
agagaaaaag

ttctgagaaa

cgtcattgga

gagcéttgéa
aqggﬁgtaaé
9§3559¢599
ggtgagéﬁga
acaéttﬁtc#

attggattat

caccatgtac

.ttctgactta

gtgggagatg

ttgagcccaa

_ttccatctte

ttgtggattt
ggagaaaata
ggatctagga

atgtgaaacc

Arg.

:Lys

‘ate

tct
Ser

ggt
Gly
300

cag
Gln
315

cgg
Arg

gca
Ala

cag
Gln

aaa gtc

Val

cce

Ile Pro

tet
Ser

aca’
tac

cac
His

age
Ser Gln

tce
Ser

tce
Ser

tca-
Serxr

ctg'
Leu

agc

cta
Ser Le

Leu
335

cat
His
aso

gct
Ala

cag age
Ser

365

éctqaa#tca
cégaac#gat
ctQéctéaté
aétqcaaa;é
atagépdtaa

égaggaéatg

. " '
tagttattca’

tgagctaace

acttcatttg

gagaagagtg

aataactatg

‘atgatgttat

‘cccctcaaat

caacatgtca
atgctgaaag

agaattgcaa

‘tgaattacaa tggacttgac tcccacgett

ccagécacac
tcagatgagc

tgtaaaaagg

‘tatttgttga

aacttttaat

géétgc;gtt

gacégtcaag

acttctaaga
chtéaggcc
a&tg;gtttc
éﬁaggégéca
gaggattgtt
cagatgcctc
ttgatcaacg

attacécaac

gactgggtgg

1274

1322

1370

1418

1466

1514

1574

1634

1694

1754

1814

1874
1934

1994

-2054

2114

2174
2234
2294
2354
2414

2474
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actagaaagg gagattagat
gtgccaggca éctg@aggaa
attgcactcc agcctgggtg

gaaggataaa aggaagttca

_ttagéaggat atgaacctgg

agggattgcc‘éaggcttcté

agtgaaaaat gagagaaatt
ggctggaaga aaagggtact
gagagggctg agctagtgee

ataactcacc aggatagctg

étaaagaaaa'cagcagcctg,
tgatacctac agcacaaatg

‘tcaactgatc acctctggga

tgttgcécagléctggaétg;
gé;caggtéa £§ctéctgcc
acacccagct aatttttgga
gtctca&gct'cctga;ctcé
;éctgcacct ggctcaéaat
qctggagtéclagtgéggtat
tcﬁcéttbct.cagtcéécca

atttttgtat ttttagtaga

cctgacctca,ggtgatccac,

ccaccatgcc cggcccagaa

ttgatgctga atgtggtgat

gaaagactaa tctgggattt

cacaatcgtg tcgtcacata
tgcttgggty asagttttag

cattgaggaa ttaacatata
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cagttttcte

aatccagcag

'

acaaagcaag

gtattgﬁac¢

aacttttgat’

atggcactge

cagtattttc

aatatttagg

tgctaacatt

ctgaagagtt

caatacaata

ctggacctga

gagtagaaaa

agtggcacca.

ttgtcctect

gttctgatag

agtgacctac

acttrtettt

cteggctcac

'agtagcttgg

gatggggttt

ccacctcgge
tactttttaa-

gaaagcatét

tgééccattt
gtgcaaaaaa
cctgagtatt

aatgtctgct

ttaatatgtc

gtggaggttg

actccatctc

acactﬁggaa
gattctaage
aagtatatgc
dcaggctca§
gaagagatéé
ttagttgtat

gatgaatggg

acttgecttt

atcagctctt
ctteteeeet
tgtcaéctcé
gagccécﬁgg
Agacaggégf
ccacccttgg
tcgagétgia

tgégacctcece

at;gtaggtg

cgccatgttg.
cccacaaagt:
aagaagagca

ttqtaaaatg

ctctggtttt

caaaattctt’
ttettcctet

atgggtttaa

aaggaaggta

.Cagﬁéagcca

aaaaaaaaaa
cttcetcecat
cttaaactat

caﬁaaccgtt

catécagaag'

gaataégtag

Ettggaéaga

aéapgaaagé
ctga;agtt;
caaggaccet
ttqgégéégé
ctgcagegte

tattacaggt

‘tctccatgtt.

cctecccacag

gtcttgetct
acctcccgag
tgcgecacca

accaggbtg§

gctaggatta

ggttagagga

ggaagcagat

‘teactectat

\

gtaaagﬁcc;

‘aaaaaaggtg

gagaactggc

gccgggcatg

agattatgecc
aaaaatcaag

ttcttecatt

caaaaagatc
ccctcctaaa
tctagctetg

tdggtggcag

tttagcaasa .
tgttfgaéaa.
:tgat;;ctct’
.ggéacaagﬁg

agtctcgcete

cgcectcttgg
gcctgccaté
ggccaggett
tgctggqagc
catcacgcag

ttéaagcgat

‘cgtacagcta

tctcaaaacg

caggtgtgag
asgaaaaaaa
gétt&a#gaé
atttaattct
caggagttta
ggééatgaga

gtatttggaa

2534
j3594
2654
2714
2774
2834
2894
2954
3014
3074
leji
3194
;254~
3314
_3354
3434
3494
3554
3614
;654
3734
3794
3854
.391;
3974
4034
3094

4154
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atcactagca
cttttgaaag
ttagttacca
taatégaagt
gaactgaaga
tgacaggttc
tgcahgfaaa

gtagaagaaa

ccatgtcaat

tgttgttaca’

ttgettectt
cttgtaattg
gtatcagcaa

aaaaaa

caaaaatcag

actaacactg

‘tggtagtgtg

tctagagtac

‘atttgctcat

~

‘gaatgctaaa

ctacaac;aa
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tgggéLtaag
a;aah;ttga
aacggcttgc
asaatatata
gtgtataaaa
dtggtggtaa
gggc;gtgtt

ttaaaaaata
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tctcattgta

Q;atccaggc
ctgagccaaé
cattatttac

tctecttege

-ataccagttg

cacataaaac

taaactgtte

ttagaggcce

ttctgaaata

aggaagacga

aaccaaacﬁt

acaatttcgg

gctgtttata

tcagcatcac

‘aacaagtaaa

aaatataaaa
éacatgﬁcaq
caaatacaca
tacctttgaa
atgaaaaaga
ét?acccaaa
agat;aqact

aagtcttagc

tactggttce.

ggaaacaaaa

tgcagatggél

aaatttgtga

aactgctgtt

tttcagttte

aaaaaccaaa

agtgatactg

ccecttacte
tthgc;atg
aéggaagétg
'échaégtét

.

gecttagatt

ttattttgga

a&gagctgag
aAtgAtaétg
a;aécatatt
aéaqgagaaa
atgatgtgég
aa;;aggéég
gcéaadagac
agttttaact

tatttattat

taggagaagc

taactacatt
taattctaé§
cagctgtatce
cctgectatg
tttaﬁacaég'
aatctatcca
aaattcsaég
cacttc:éét
ccactgactt
céaécgaa;a
cattgagtaa
tCQétacctt
atatatagtt

tétaagﬁtgc

ggatgcatct

tgaagctcaa

4214
4274

4334

'4394

4454

4514

4574

4634

4694
;754
4814
4874
4934
4994
5054
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1

Leu Gly Thr His Thr Glu Ile Lys Ax§ val Ala Glu Glu Lys Val

Leu Pro Cys His His Gln Leu Gly Leu Pro Glu Lys Asp.Thr Leu

5.

20

-35

Ile Glu Trp Leu Leu Thr Asp Asn Glu Gly Asn Gln Lys Val val

- 50

Thr Tyr Ser Ser Arg His Val Tyr Asn Asn.Leu Thr Glu Glu Gln

65
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25

40"

55

70°

45

60
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15

Thx
30 -

Asp
Ile

Lys
80

Met Ser Leu Leu Leu Léu Leu Leu Leu Val Ser Tyr Tyr Val Gly Thr
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Gln

. Val

Glu’

145

Pro

.Glu

Val

" val .
225

Ile

Arg

Iie

Lys

val

130

Gly

Ile

Axg.

Leu

Gly Arg Val
.Glu

‘Asn

115

Arg
Ser

val

Leu

. 195

Ala

210

Gln

Val

Arg.

-Arg

Ser
29 0

Ser:

305 .

Asp Ala

Gly

Leu

Pro

Thr

Gly

Ala

Lys

Leu '

Ala Phe

85

Pro Leu
100

Ser. Gly.

’

Pro Ser

Asp Leu

165
Pro P;Q
180

Gln Asn

Asn Glu

val Gln

Gly Ala
- 245

. 260

Glu

Asp Aia

275 .

Sex

Ala
Glu

Lys
358

Ser Gly

Ala Asn.

Pro Gln

325

Val Arg
340

Ala Glu

Ala Phe Gln Thr Val

370

Ala
Lys
Axg

Lys

150

Ala

Ser

230

Leu

Glu

Glu-

Ser

Sexr
310
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Ser Asn Phe Leu Ala

Pro

Gln

Ser

90

Ser Asp Glu
105

Val Trp Ser

.120

.Lys Cys Glu’

Gln Cys Glu

Arg Ile Arg
T 170

.hxg Ile Asp

.. 185

Met Ser Tyr

©. 200

Gly

215

Ile

Leu

Ala

Arg

295

Ala

.Gly

Ser

Lys Glu Ser
Gly Met Val
Ile Phe Leu

- 250

Tyr Glu Glu
265

Pro L&g ‘Ala
280 -

Ser ‘Ser ‘Arg

OSet_ Arg Ser

Leu Ala ™hr
330

Glu Pro Lys
) 345

Pfo Sexr Met
360

Gly
Hig
Leu

Ser.
155

~G1u
Tyx-

Sex

Cys
Ala
235

Leu

-

Giu

Gln

Gly Asp Ala Ser f.eu

Axg Tyr
Val Ile
125

Glu Gly
140

Sex Ser

Lys Glu

Asn His'

Gly Leu

205

Val val
220

Glx Ala

val Trp

Glu Arg |
’ . 270

Leu Val

Thr
110

lfeu

Glu

Gly

Gly

Pro
190
Tyx
Arg

val

Lys

285 -

Gli} S‘é:
300 .

Arg Thr

315 .

Gln
Lys

Ile

Ala Tyr

val His

Pro Sex

365

Sexr
Leu
Ser
His
350

Gln

95

cys

Lys
Lev
Thr
Glu
175

Gly

Gln

val

Lys

val

Giu
160
Asp

Arg

Cys

Thr
Gly
240

Ile

Glu

‘Thx

320

Leu

335

‘Ala

.Ser

val

Asn

Arg
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<210>3

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador directo

<400> 3

ttctctttga caggttctgg gc 22

<210>4

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador reverso

<400> 4

ggttggaacc agtagggcct ¢ 21

<210>5

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial.

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador xs13 directo

<400> 5
agatccgcat gtccctte 18

<210> 6

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador xs13 reverso

<400> 6
ccttgcgcat catggtgtt 19

<210>7

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcién de la Secuencia: cebador directo

<400> 7
ccccaggagt ttatgettgg 20

<210> 8

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador reverso

<400> 8

gcctggatac cacactacca g 21

<210>9

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador directo

<400> 9
attgtcagat cgttcattgc 20

<210> 10

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador reverso

<400> 10

atggaacagg taaccagcat 20
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